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論文内容要旨
序章
 植物培養細胞における不定胚形成は1958年にStewardら及びReinertによって独立に報告
 された(Stewardetal.,1958:Reinert,1958)。培養細胞からの不定胚分化は胚珠内で進行す
 る通常の胚発生と比較して観察及び外部環境の制御が容易であるばかりか,大量の材料を得る
 ことも可能であり,植物の胚発生を研究する上で非常に優れた実験系であると考えられる。
 実際に双子葉植物のニンジン培養細胞系では不定胚が高頻度にかつ同調的に誘導され,しか
 も分化に関与しない細胞が解析のノイズとならないほど排除された培養系が確立され,数多く
 の生理学,生化学的そして分子生物学的研究がなされている。
 しかし被子植物のもう一つの大きなグループである単子葉植物ではそのような研究はほとん
 どなされていない。単子葉植物の胚発生は双子葉植物のものとはかなり異なっていることから,
 不定胚形成機構も異なると考えられる。またイネ科植物は主要な作物を多数含むため,大量増
 殖,育種といった応用的な面からも胚発生の機構の研究が強く求められていた。
 しかし,単子葉植物,特にイネ科植物の不定胚形成を経ての植物体への再分化は近年報告さ
 れ始めたばかりで(Gree11,1982;VasilandVasi1,1980,1981a,b),胚形成の生理生化学的研
 究に耐え得る実験系は確立されていなかった。そのため単子葉植物の培養細胞を用いての胚形
 成の生理生化学的研究がほとんど行なわれていなかった。
 イネ科植物ではニンジンなどと異なり,いわゆるembryogeniccallusからしか不定胚を誘導
 することができない(VasilandVasii,1985)。そしてこのembryogeエ1icな培養細胞は特定の
 贔種の特定の器官からしか誘導できなかった。またこの培養細胞は分化能を失いやすく,安定
 したembryogenlcな培養細胞系を確立することは困難であった。近年多くの研究者により培養
 条件の詳細な検討が行なわれ,比較的容易にこのembryogen圭。な培養細胞系を確立し,維持で
 きるようになった(Vasll,1987)。しかし現在でもembryogenlcな懸濁培養細胞系を確立し,
 不定胚分化を液体培地中で誘導することは困難であり,生化学的研究に利用できるような一度
 に多量の不定胚を得られる実験系の開発には成功していなかった。
 こうした実験系上の鰹約を取り除き,懸濁培養系で不定胚分化を高頻度に誘導することがで
 きれば,イネ科植物の不定胚形成は単子葉植物の胚発生の優れたモデルとなり得ると期待され
 る。そこで本論文ではまず第1章においては非常に高い不定胚形成能をもつイネ属植物培養細
 胞系を用い,培養条件,及び不定胚誘導条件を詳細に検討し,胚分化の研究に適した小さな細
 胞塊からなる懸濁培養細胞系の開発を行なった。
 第1章イネ属植物の種間雑種0η磁ε観槻xOη1㌶盆⑳磁懸濁培養細胞系における
 高頻度不定胚分化誘導系の確立
 イネ属種間雑種植物07算αso勧4xOフっ'詔磁〃b磁培養細胞をN6培地中の窒素源を変化さ
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 せたN6培地中で培養することにより,細胞塊を細かくすることに成功した。次に各培地で培養
 した時の分化率を検討した結果,R!-N6培地中で培養した培養細胞のみが高い分化能を維持し
 ていた。この培地中で7日ごとに継代培養を行ない,継代後,3.5日目の細胞塊を分化培地に移
 した時に不定胚分化率が最も高くなることも明らかにした。分化培地のホルモン条件をNAA
 O.1mg/1,4-PUO.5mg/王にした時に不定胚分化率は最も高くなった。ジベレリンとアブシジン
 酸の不定胚分化促進効果は本培養系では見られなかった。不定胚分化率は細胞塊の大きさによ
 り大きく異なっており,57μm以下の細胞塊は不定胚を形成せず,57-1ioμmの細胞塊は約
 60%,m-ig8μmの細胞塊は約80%の不定胚形成率を示した。以上の結果をまとめるとR1-N6
 培地中で7日毎に継代を行なっている培養細胞系の継代後3.5日目の57-198μmの細胞塊を分
 画し,V2N6培地にNAAO.1mg/l,4-PUO.5mg/1,瓢crose309/1の濃度になるように加え
 た液体培地中に移し回転培養(15rpm)を行なうことにより,高頻度(約60%)で不定胚形成を
 誘導することに成功した。
 イネ科植物培養細胞よりこのように高い不定胚分化能を持つ懸濁培養細胞系を確立し,液体
 培地中で高頻度に不定胚を誘導した報告は初めてである。この培養系は今までのイネ属植物培
 養細胞系と比較して雰常に細胞塊が細かくなっている。またこの培養系の増楚は非常に早く,
 そして不定胚も分化誘導後io日日には形成されている。イネ科植物の培養細胞は増殖が遅く,
 また不定胚分化誘導に1月以上かかることが多く,この点も生理学,生化学的研究を行なう上
 で問題であったが,本研究で開発した培養系によってこの問題も解決された。
 第2章不定胚分化誘導に伴うポリペプチドパターンの変動,及び不定胚特異的遺伝子
 の単離
 ついで,この培養系(培養系2)及び筆者が修士課程で確立したイネ培養細胞系(培養系1)
 を用い,タンパク質の発現が不定胚分化過程でどのように変化するかを2次元電気泳動により
 調べた。
 その結果,不定胚分化に伴い発現が誘導されるポリペプチド1種を見出した。このポリペプ
 チドは,2つの培養系のいずれにおいても不定胚分化に伴い発現が誘導され,分化培地のホル
 モン条件を2,4-Dlmg/1変えたコントロール培地1及びコントロール培地に継代培養蒔と同
 じ濃度でカゼイン加水分解物及びプロリンを加えたコントロール培地2いずれでも発現してい
 なかった。そしてこのポリペプチドは未熟な接合子胚には存在したが,実生の根と葉では検出
 されず,胚特異的であることが確認された。
 ついで不定胚分化過程で発現が誘導される遺伝子の単離をd澄erentialscreeningを用いて
 試みた。不定胚分化誘導後,5日目の培養細胞からpoly(A〉+RNAを精製しcDNAライブラ
 リーを作成し,分化を誘導していない培養細胞の'poly(A)+RNAを驚いてdlffernet1alscreen・
 lngを行なった結果,不定胚分化を誘導した培養細胞で強く発現しているmRNAに対応する
 cDNAを1つ得ることができた。不定胚分化誘導時にこのmRNAは継代培養時と比較して約
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 8倍発現していた。しかし種々の分化が誘導されない条件下での発現量及び根,葉や接合子胚
 での発現を見なくてはこのcDNAが本当に不定胚特異的に発現するものかを判断することは
 できない。しかしこの遺伝子は分化誘導時に発現量が増加していることから,少なくても分化
 誘導になんらかの関係を持つ可能性が高いと考えられる。
 まとめと展望
 イネ科植物では不定胚分化能を持つ培養細胞と分化能を持たないものとのタンパク質の発現
 の違いについての研究はなされていたが,不定胚分化過程でのタンパク質発現の変化の研究は
 これが初めてのものである。また分子生物学的研究もイネ科植物ではほとんど行なわれておら
 ず,本研究は不定胚分化のメカニズムを研究するうえで雰常に有馬な知見を与えるものと考え
 られる。この不定胚分化誘導時にのみ検出されるポリペプチドはイネ属植物の不定胚形成の分
 子マーカーとして用いることができると考えられる。イネ科植物の培養細胞は未分化状態でも
 表層構造を持つ培養細胞塊を形成することがあり・また不定胚は種々の胚特異的器官に覆われ
 ているため形態的に分化の有無を判断することが困難である。このため不定胚分化のマーカー
 はイネ科植物の不定胚形成の研究効率を飛躍的に高める可能性がある。
 また単離したcDNAも不定胚分化の分子マーカーとして用いることが可能ならば不定胚分
 化の研究に非常に重要なものとなる可能性もある。今後はこのぶりペプチド及び単離した遺伝
 子の発現の詳細と構造を調べていき,不定胚特異的なのか,また分子マーカーとして用いるこ
 とができるかの検討を行なっていきたいと考えている。
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 論文審査の結果の要旨
 マ
、
 本論文はイネ属植物培養細胞における高頻度不定胚誘導系を確立し,不定胚分化のマーカー
 となりうるタンパク質及び遺伝子の単離を目的としたものである。
 イネ鵬種間雑種植物0η㌶s読%xO,罪αZ観血磁培養細胞をN6培地中の窒素源を変化さ
 せたN6培地中で培養することにより,細胞塊を細かくすることに成功した。この培養細胞の培
 養条件及び分化誘導条件を詳細に検討した結果,N6培地のKNO3を1/3にし(NH4)2SO4を2
 倍にしたR1-N6培地中で7日毎に継代を行なっている培養細胞系の継代後ゴ.5日目の細胞の
 内57-i98μmの細胞塊を分画し,i/2N6培地にNAAO.1mgバ,4-PUO.5mg/1,sacrose30
 gバの濃度になるように加えた液体培地中に移し回転培養(15rpm)を行なうことにより,高頻
 度(約60%)で不定胚形成を誘導することに成功した。
 ついで,この培養系(培養系2)及び筆者が修士課程で確立したイネ培養細胞系(培養系1)
 を用い,タンパク質の発現が不定胚分化過程でどのように変化するかを2次元電気泳動により
 調べた。
 その結果,不定胚分化に伴い発現が誘導されるポリペプチド1種を見出した。このポリペプ
 チドは,2つの培養系のいずれにおいても不定胚分化に伴い発現が誘導され,分化培地のホル
 モン条件を2,4-Dまmg/1変えたコントロール培地1及びコントロール培地に継代培養時と同
 じ濃度でカゼイン加水分解物及びプロリンを加えたコントロール培地2いずれでも発現してい
 なかった。そしてこのポリペプチドは未熟な接合子胚には存在したが,実生の根と葉では検出
 されず,胚特異的であることが確認された。
 ついで不定胚分化過程で発現が誘導される遺伝子の単離をdlffereRtialscreeningを用いて
 試みた。不定胚分化誘導後,5日目の培養細胞からpoly(A)+RNAを精製しcDNAライブラ
 リーを作成し,分化を誘導していない培養細胞のpoly(A)+RNAを用いてd1ffemtialscreen-
 ingを行なった結果,不定胚分化を誘導した培養細胞で強く発現しているmRNAに対応する
 cDNAを1っ得ることができた・
 これらの結果は植物生理学における重要な新知見で博士論文の内容に値するものである。
 よって小沢憲二郎提出の論文は本人が自立して研究活動を行なうに必要な高度な研究能力と学
 識を有することを示している。よって小沢憲二郎提出の論文は,理学博士の学位論文として合
 格を認める。
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